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Zusaroaenfassung 

Die Erfindung betrifift eine Sensoroberfiache mit verbessertem 
.• s'ignal/Rausch-verhaitnis au£ der Basis von au£ der Sensor- 
5 • oberflache kovalent immobilisiertem Blockierungsreagenz sowie 

derartige Oberflachen umf as sends Vorrichtungen und Verfahren 

unter Verwendung derselben. 
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SENSOROBERFLACHE MIT VERBESSERTEM SIGaiAIi/RAUSCH-VERHALTNIS 

Die Erfinduhg betxifft eine Sensoroberflache mit verbessertem 
Signal /Rausch-VerhSltnis auf der Basis von auf der Sensor- 
s oberfiache kovalent immobilisiertem Blockierungsreagenz sowie 
derartige Oberflachen umfassende Vorrichtungen und Verfahren 

• unter Verwendung derselben, 

Bei Sensoren, die nach dem Rezepto.r/Liganden-Prinzip arbei- 
10 ten, z.B, . Antikorper/Antigen-Sensoren (Proteinsensoren) , wird 

• zumeist keiner der Reaktlonspartner oder aber nur der Rezep- 
.. tor kovalent immobilisiert. Nach dem' immobilisieren (Aufbrin- 

gen) des Rezeptors wird meist vor. der eigentlichen Reaktion 
ein Blockierungsreagenz oder -agens zugegebe^, das verhiridern 

\5 soli, dass AnalytmolekUle unspezif isch, d.h- ' nicht aus- 
schliefclich an den Rezeptor, an der OberflSche des Sensors 
gebunden . werden. Dieses Blockierungsreagenz belegt' riicht ge- 
riutzte Bereiche auf dem Sensor und ist fttr fast aile Messun- 
gen zwingend -notwendig, urn ein ausreichend hohes Sig- 

20 nal/Rausch-Verh&ltnis zu bekoimnen. 

Ein bei Sensoren des Standes der Technik bisher ste*ts ■ auftre- 
tendes Problem ist, dass bei spateren Reaktions- und Wasch- 
schritten das Blockierungsreagenz entfernt wird. Eine Entfer-* 
25 nung des Reagenzes ftthrt zu einer (partiellen) Freilegung yon 
Oberfiachenbereichen auf dem Sensor, an denen dann wieder un- 
spezifische wechselwirkungen auftreten k5nnen. Eine solche 
Wechselwirkung oder Reaktion wtlrde ein unspezifisches .Signal 
• ■ bei der Detektion erzeugen, wodurch das Verhaitnis von spezi- 
30 fischem Signal zu unspezifischem Signal deutlich verschlech- 
tert wiirde . 
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' Aufgabe der Erfindung. ist, diesen den sensoren de3 Standes 

der Technik anhaftenden Nachteil zu beseitigen. 

• • .• - i 

ErfihdungsgemaiJ wird diese Aufgabe gelost durch die Bereit- 
5 stellung eiher Sensoroberfiache mit darauf kovalent iirauobili- 
sierten. spezifischen Sondenmolektllen fur mindestens ein na.ch- 
"zuweisendes Biomolekttl, bei der grundsHtzlich fUr unspezifi- 
sche Bindungen zur verltlgung stehende Stellen oder Bereiche 
der Sensoroberfiache durch mindestens ein kovalent daran im- 
10. mobilisiertes . Blockierungsreagenz inaktiviert sind. 

. Kurz zusammengefasst werden also erfindungsgemafi Affinitats- . 
.. sensoren fur. Biomblekule, die nach dem Rezeptor/Liganden- 
prinzip asbeiten, nach dem Aufbringen der Rezeptormolekule 
.15' mit einem Reagenz behandelt, durch das unspezifische Infcerak- 
'." • tionen von Analytmolektllen auAerhalb der fur die spezifische 
Bindung an den bzw. die Rezeptor (en) vorgesehenen Bereiche 
der Sensoroberf lache . durch kovalentes Binden ein.es sog. Blo- 
•' ckierungsreagenzes oder -agens unterbunden werden. padurch 
.20 wird das Signal/Rausch-Verhaitnis der Reaktioh verbessert und 
die Empfindlichkeit der Analyse erhoht. Kovalentes Immobili- ■ 
sieren. bzw. Binden der Rezeptoren und der Blockierungsreagen- 
zien auf der Sensoroberfiache erlaubt es, die Spezifitat der - 
Reaktion durch die Verwendung von z.B. hohen Tensidkonzentra- 
25 tionen zu erhOhen, wexl wahrend diverser Waschschritte, die 
stattf inden, urn nicht gebundenen Analyt von dem ' Sensor zu 
entfernen/ das Auswaschen der Blockierungsreagenzien verhin- 
dert wird. 

30 Da das Signal/Rausch-Verhaitnis bezttglich der Rezeptoren ver- 
bessert wird (d.h. nur das biologische Signal/Rausch- 
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' VerhSltnis nicht das elektxonische Signal /Rausch-Verhaitnis) r 
wird auf diese Weise die absolute Sensitivit&t der Mess'ungen 
erheht und dadurch sowohl die Sensitivitat des Sensors ver- 
bessert als auch die dynamische Breite der Messung deutlich 
5 erhoht. Insbesondere ergibt sich durch die Verwendung yon li- 
pophilen Photovernetzern bzw. »Photocrosslinkern« und amphi- 

• philen Blockie'rungssubstanzen die M5glichkeit, Oberf lachenei- 
genschaften gezielt zu ver^ndern, und. zwar ohne .da9 Bisiko, 

. die wertvolien Rezeptorproteine zu beschadigen ode): in sons- 
10 tiger Weise zu beeintrachtigen. Auf diese Weise k5nnen z,B. 
Ant ik5x:per chips gegebenenfalls wiederverwendet werden, da der 
Aufbau und die Belegung des .Chips im wesentlichen. aufrecht 
erhalten bleiben, 

.15 Ein weiterer . Aspekt der Erfindung betrifft ein verfahren zur 
Verbesserung des Signal/Bausch-Verh&ltnisses vori Bioserisoren, 
bei dem eine erfindungsgemafie Sensoroberfl&che verwendet 
* wird. Daher betrifft die vorliegende Erfindung grundsatzlich 
alle Verfahren zum Nacftweis des Vorhandenseiiis von Analyten. 

* 20 in einer zu untersuchenden Probe unter verwendung Oberf ia- 
chen-gebundener Rezeptozmolekttle., bei denen eine erfiridungs- 
gemafie Sensoroberf lache verwendet wird. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft eine Vorrichturig 
25 zur Verwenaung in einera erfindungsgem&Ben Verfahren, die eine 
erfindungsgemafie Sensoroberf lache aufweist. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft einen Kit zur Ver- 
• wendung in einem erf indungsgemafien Verfahren, der eine erfin- 
30 dungs gemafie Sensoroberflache und . gegebenenfalls Puffer und 
Nachweisreagenzien enthait. 
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Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Blockierungs- 
reagenz., das mindestens eine photoreaktive Gruppe zur koya- 
lenten Immobilisierung an. einer Sondenoberf iache aufweistl 



10 




15 



Bin weiterer Aspekt der Erfindung betrif ft ein Verfahren zur 
Herstellung eines erfindungsgemafien Blockierungsreagenzes, 
bei deiu mindestens ein Blockierungsreagenz, wie oben defi-r 
niert, mit mindestens einem Verrietzer umgesetzt wird, der 
mindestens eine photoreaktive Gruppe aufweist., 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft einen Kit- zur Her- 
stellung einer erfindungsgemafien Sensoroberfiache, der min- 
destens ein erfirxdungsgeitt&Bes Blockierungsreagenz der zuvor 
definierten Art" und gegebenerif alls eine Sensoroberfiache so- 
. wie Puffer, und Reagenzien enthait. 




Weitere . vor'teilhaf te und/oder bevorzugte . AusfUhrungsformen 
der Erfindung sind Gegenstand der jeweiligen Unteransprttche. 

20' Bei ' einer Ausftihrungsform der erfindungsgemaflen Sensorober- 
fiache bilden die Sonden- ■ bzw. Rezeptormolekule ein adres- 
sierbares'. Muster auf der Oberfiache. Derartige Muster sind 
aus der Bioarray- oder Biochxp-Technik an sich bekannt und 
ktinnen mit beliebigen der dort angewendeten Techniken' erzeugt 

25- werden, beispielsweise durch Aufdrucken. Pie Array-Technik 
gestattet die parallele Dntersuchung einer sehr grofien Anzahl 
yon Analyten. 

Zur Immobilisierung von Sonde nmolektilen kennen ; beiiebige 
30 Techniken angewendet werden, beispielsweise die yon G; T. 
\ Hermanson in '.'Bioconjugate Techniques", Academic Press, 1996, 
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beschriebenen. Beispielsweise eigiien sich im.Falle von aniino- 
.terminierten Oligonucleotides sogenannte reaktive Ester Oder 
* ■ Rfcaktivester wie' N-Hydroxysuccinin)ide .(NHS-Ester) , Epoxide, 
vorzugsweise Glycidyl-Derivate, Isothiocyanate, Isocyanate,* 
5 Azide, Carbonsauregruppen Oder Maleinimide,- Selbstverstand- 
lich kOnnte auch mit den gleichen Photovernetzern immobili- 
siert werden, die weiter unten zur immobilisierung -der Bio- 
ckierurjgsreagenzieh beschrieben werden. 

10 Bei einer weiteren Ausf uhrungsf onti der erf indungsgemafien Sen- 
soroberfiache erfolgt die kovalente Iramobilisierung des min~ 
destens einen Blockierungsreagenzes tiber mindestens einen 
photoreaktiven Vernetzer oder »Crosslinker«.' £s ist moglich, 
inehrere uiiterschiedliche Blockierungsreagenzien parallel zu 

IS yerwenden; Grunds'atzlich ist jedes im Stand der .Technik ver- 
. / wendete Blockierungsreagenz erfindungsgemafi geeignet. Jedes 
Biockierungsreagenz kann gegebenenfalls mit mehreren, aucli 
.. unterschiedlichen, m photoreaktiven Vernetzern iiraaobilisiert 
werden. 

• 20 • 

Bei einer weiteren Ausftihrungsf orm der erfindungsgem&Ben Sen- 
soroberfiache weiat der mindestens eine phot oreaktive. Verne t- 
zer mindestens eine unter Benzophenon oder Derivaten davon f 
Anthrachinon oder Derivaten davon, Thyinidin oder Derivaten 
, 25 davon und . 4-Azidobenzoesfilure oder Derivaten davon ausgew&hlte ' 
photoreaktive Gruppe auf. Grunds&tzlich ist jeder photoreak- 
tive Vernetzer des Standes der Technik erf indungsgemajft geeig- 
. net.- ; 

30 Bei einer .weiteren Ausftihrungaf orm der erfindungsgemaflen Sen- • 
soroberfiache ist die Sensor oberfiache. unter Metall-, Halbme- 
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tail--, Halbmetalloxid-, Glas- Oder Polymeroberfl&chen ausge- 
. . w&hlt. • 

Bex einer weiteren Ausftihrungsform der erfindungsgem&fien Sen- 
s' s'oroberfl&che ist die Metalloberf l&che unter Gold- und Aliimi- 
. '' niuiaoberf lichen ausgewMhlt. 

Bei eitier weiteren bevorzugten Ausftihrungsform £er erfin- 
dungsgemafien Sensoroberfiache / ist die Halbmetalloberf iache 
. 10 'eine Siliciumoberf lache . 

0jjM Bei einfcx weiteren Ausfuhrungsform der exfindungsgem&flen Sen- 

^Jg^ soroberfl&che ist die Halbmetalloxidoberflache eine Siiiciuro- 

oxid Oder Aluminiumoxidob c erflache. ■ 

r 

. 15 ; 

Bei einer weiteren AusfUhrungsform der erf indungsg^maflen Sen- 
soroberfiache ist die Glasoberflache eine. Quarzglasoberf la- 
cks. Grundsatzli'cfc ist jede bekannte Glasoberflacbe erfin- 
duh^sgemafl geeignet- 

20 

• Grundsaitzlich sind alle Oberfiachenformen erfindungfsgemaJB ge~ 
eignet. Obgleich die Oberfl&che bei Biochip-Anwendungen zu- 
meist im wesentlichen eben ist, liegt es far den Fachmann auf 
der Hand, . dass auch Oberf lichen mit' Vertiefungen sowie sol- 
25 .che, die nicht flach sondera rund bzw. spuarlsch. ausgestaltet 
• • sind/ erfindungsgema.15 gleichermafien geeignet sind. 

Bei einer weiteren Ausftihrungsfoim der erfindungsgemaften Sen- 
soroberflache ist die Polymeroberf l&che unter Oberfiachen aus 
30 Cycloolefincopolyiaer Oder Derivaten davpn, Polystyrol oder- 
. Derivaten davon, Polyethylen oder Derivaten davon, polypropy- 
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len.oder Derivaten davon, Polyimid oder Derivaten davon und 

• Polymethylmethacrylat oder Derivaten ausgewahlt. Grundsatz- 
licn ist jede bekannte ' Polymeroberf lache erfindungsgemafi g&r 

' eignet. Hiervon umfasst sind' auch Oberflachen, die quellbare 
5 -oder wasserpermeable polymere oder copolymer strukturen auf- 
. ' .. weisen und mono-, bi- Oder polyfunktionalisierte Kopplungs- 
gruppen umfassen kttnnen. 

Ferner sind die im Stand' der Technik fur analytische oder 
10 diagnostische Zwecke bekannten Membranen wie insbesondere 
• • solche aus Nylon und Nitrocellulose geeignet. 

• Bex einer weiteren Aus ftihrungs form der erf indungsgemafJen Sen- 

• . • soroberflache ist das Sondenroolekttl (Rezeptor) ein Partner- 
is • eines spezifisch wechselwirkenden Systems von komplementaren 
Bindungspartnern , (Rezeptor/Ligand) . 

> ■ Bei einer- weiteren Aus ftihrungs form der erfindungsgemafien Sen- 
' soroberflache beruht das spezifisch wecnselwirkende System 

' 20 von komplementaren Bindungspartnern auf der Wechselwirkung 
einer Nukleins'aure mit einer komplementaren. Nukleinsaure, der. 
wechselwirkung einer Peptidnukleinsaure mit einer Nukleinsau- 
re, der Enzym/SubstraW Rezeptor/Effektor-, Lectin/Zucker-, 

• Ant.ikorper/Antigen-, Avidin/Biotin-, oder streptavidin/Bid- 
25 tin-Wechselwirkung. 

Bei einer weiteren Ausf uhrungs form 'der erf indungsgemaOen Sen- 
sorobe-rfiache ist die Nukleinsaure eine DNA oder RNA oder ein 
Analogon davon. 

30 
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Bei einer weiteren Ausfilhrungsform der erf indungsgemafien Sea-, 
soroberfiache ist die dna oder KNA ein Oligonukleotid. 

Bei einer weiteren Ausftikrungsform der erfindungsgemSBen Sen- 
5 . soroberf lache i'st der AntikSrper ein polyklonaler, monoklona^-. 
ler, chimarer oder »Single~chain«-Antikarper oder einfunkti- 
onelles Fragment oder Derivat eines derartigen Antikorpers. 
Unter einem f unktionellen Fragment oder Derivat eines • Anti- 
k'Orpers wird hier jedes Fragment oder Derivat eines Antikttr- 
10 • pers mit spezifischer Antigenbindungsf ahigkeit verstariden. 
Diese kann sich in der Starke von der des.nativen Antikttrpers 
unterscfteiden, . das Fragment oder Derivat muss . 'dabei aber ' 
, nicht notwendigerweise gleichzeitig auch immunisierende Wir- 
kung im Korper haben 
M> . * ; 

• Bei einer weiteren Ausfttbxungsform der erf indungsgemaflen Sen- 
soroberflMche ist da$ * Blockierungsreagenz unter . Casein, 
. hydrolysiertem Casein, einem Tensid, Rihderseruxoalbuioin, f5- 
talem' Kaiberserum, Serum neugeborener Kalber, und Mischungen 
20 davon ausgew&hlt. Diese Blockierungsreagenzien sind im Handel 
eriiaitlicli und beispielsweise tlber die Firma Sigma-Aldrich * 
Chemie GmbH zu beziehen. 



Q 




Bei einer weiteren 'Ausftihrungsform der erfindungsgemafien Sen-, 
25 soroberfi&che ist das Tensid unter Natriumpalmitat, Brij® 35, ' 
Brij® 58, Cetylpyridiniumchlorid-Monohydrat, Cetyltrimethy- 
iammoniumbromid, 3- (3-CholaMdopropyl) -dimethylammonio-l-pro-*- 
pansulfonat/ 3- (3-Cholamidopropyl) -dimethyl-arnmonio-2-hydro- 
xy-l-propansulfonat, Decan-l-sulfonsaure-Natriumsalz, W,N- 
30 Bisy £3- (JDrgiuconajnido) -propyl] -deoxychplamid, • Dodecan-l-sul- 
£ ons&ure-Natriumsalz, Dodecyl-p-D-maltosid, 6-0- (N-Heptyl- 
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carbamoyl) -methyl.a-D-glucopyranosid, Heptan-l-sulfonaaure- • 
Natriumsalz, . N-Lauroylsarcosin-Natriumsalz, Octanoyl-N-me 
thylglucamid,' N-Nonaoyl-N-me thylglucamid, Natriumcholat, Na- 
triumdeoxycholat, Nonan-l-sulfonsaure-Natriumsalz, Nonidet 
F40, Octan-l-sulfonsaure-Natriumsaiz, n-Octyl-B-D-gliicopyran- 
osid, Pentan-X-sulfonsaure-Natriumsalz, n-Octyl-B-D-thioglu- 

' copyranosid, Pluronic® F-68, Saccharosemonolaurat, Natriuiudo- 
decylsulfat, N-Dodecyi-dimethyi-3-ainBionio-l-propansulfonat, . 

• N -Tetxadscyl-dimethyl-3-ainrcionio-l--propansulfonat / Triton* X- 
100, und Mischungen davon ausgewahlt. Diese Tenside sind im 
Handel .' erhaltlich und beispielsweise ttber die Firma Sigma- 
Aldrich Chemle GmbH zu beziehen. Grundsatzlich sind alle be- 
kannten Tenside erf indungsgemaB geeignet. . 

in der folgenden. Tabelle werden ureitere Details der obigen 
Tenside angegeben. 



Bezeichnung 


Summenformel 


Typ • 


Brij w ' 35 




nichtionisch 


Brij® 58 




nichtionisch 


Cetylpyridiniumclfilorid- 
Monohydrat 


C 2 iH 38 ClN x H 2 0 

> 


kationisch 


Cetyltrimethylax^onium- 
bromid 


C l9 H4 2 BrN 


kationisch 


CHAPS ^ 


CaaHssNaOrS 


zwitterioniscn 


CHAPSO 


C32H«*N20 e S 


zwitterioniscn * 


•Db can- 1-sulfonsaur e- 
Natriums alz 


C 10 H 3X NaO 3 S 
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Deoxy-BIGCHAP { 


;42H 7 3N 3 Oi 6 1 


lichtioniscn 


Dodecan-l^sulfoneaur^ < 
Natriumsalz 




nichtionisch 


Dodecyl-p-D-maltosid 
HECRMEG 


C X2 H„Na0 3 S 
C 15 H 2 9N07 


nichtionisch \ 


Heptan-l-sulfonaaure- 
Natriumsalz 


C 7 H 15 Na03S x H 2 0 J 




N-Lauroylsarcosin- 
Natriumsalz 


Ci 5 H 2 9NNa0 3 J 


anionisch 


MEGA- 8 


C15H31NO6 | 


nichtionisch 


. MEGA- 9 


Ci«H3 3 N0 6 1 


nichtionisch 


' Watrlumcholat 


C 2 4H 3 dNa05 


anionisch 


Natriumdeoxycholat , 


C 24 H 3 9Na0 4 


s anionisch • ... 


Nonan-l-sulfonsa'ure- 
Natrimnsalz; 


CsH.s'NaOaS 




Nbnidet P40 


Miscnung aug 15 
Homologen 




Oc tan- 1 - 3ul f onsaur e - 
•1 Natriumsalz 


C e Hi-,Na0 3 S 




n-Octyl-p -D-glucopyra- 


Cx4H 28 06 


| jiiohtionisch 


Pent ap- 1-svlL f onsaur 
'Natriurosalz 


CjjHuNaOsS 
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n^ctyl-p-D-thiogluco- 
pyranosid 






Pluronic" F-e>y 


n.a- 


nichtioniach 


Saccharosembnolaurat 


C^H 44 O i2 


ni,chtionisch . . 


SDS * (Natriumdodecylsul- 
fat 


C24H44O13 


anionisch 


"sulfobetain SB 12 


C 17 H 37 NCbS 


z wi t te r ioni a ch 


sdlfobetain SB 14 


Ci9H 4 iN0 3 S 


zwitterionisch 


"Triton* X7IOO 




nichtionisch 


Triton* X-114 




nichtionisch ! 


Tweeri* 20 




nichtionisch 


Tween* 8Q 




"nichtionisch 



Abkttrzungen: CHAPS O-O-cholaiuidopropyD-d^thylamtaonio-X-propansulfo^ 
nat) ; CHAPSO ■ (3- (3-Cholamidoprapyi) -alinelAyl-ammonio-2-hydroxy-l-propan- 
eulfonat,,- Daoxy-BIGCHAP (N^-Bis- ( 3- (D-gluco^do, -propyl] 
«i d „- HECftMEG (6-0- (N-Heptylcarba^yl^^ethyl^-D-gluccpyrano.id) ; MEG*- 
8 tOctanoyl-K-raetfxylglucamid), MEGA- 9 (N-Nonanoyl-N^ethylgluoa^d) ; SDS 

1-propansulfo.at); Sulfobetain SB 14 (N-Tarradacyl-dxiuethyl-B-an.aonxo 1 
propansulfonat) , • _ 

eei einer weiteren " Ausftmrungsf onn des erflndungsg^en Blo- 
ckierungsreagenzes 1st die mindestens eina photoreaktive 
Gruppe unter Benzophanon oder Derivaten davon, Anthrachonon 
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Oder Derivaten davon, Thymidin oder Deri va ten davon und- 4- 
Azidobenzoesaure oder Derivaten, davon ausgew&hlt. 

Bei einer Ausftihrungsfoi^n des erfindungsgem&fien Verfahrens 
5' zur Herstellung des erfindungsgeir&flen Blockierungsreagenzes 
wird die mindestens eine photoreaktive Gruppe- unter Benzophe- 
non oder Derivaten davon/ Anthrachinon ' oder Derivation davon, 
Thymidin oder Derivaten davon f und 4-Azidobenzoesaure oder 
Derivaten davon ausgewahlt. ■ 
' 10 * . . 

Die Erf indung- wird iro folgenden beispielhaft erlautert, 

Eine geeighete Blockierungssubstanz, z.B. Casein filr Polysty- 
roloberfiachen, wird mittels eines. Vemetzers bzw. ^Crosslin- 
15 *kers« mit einer photoreaktiven Gruppe versehen, z.B.. 4- 
Azidobenzoesaiire-N-hydroxy-succinimidester . Diese chemischen 
Gruppen erlauben.es, nach der eigentlichen Blockierungsreak- 
tion die Blockierungsxeagenzien an< den fur. sie zugSnglichen 
Stellen kovalent zu immobilisiferen, Wahlweise kann auch die 
1" 20 Oberflache mit photoreaktiven Gruppen versehen sein, z.B. 

Glas, das . mit einem Benzophenonsilan beschichtet wurde. In 
diesem Falle kann mit deia naitiven Blockierungsreagenz gfear- 
' beitet werden, und die Xmmobilisierung der Rezeptoren und des 
Blockierungsreagenzes finden durch Belichten bei geeigneten 
25 ' welleniangen statt.- • 

Weitere erfindungsgem&ii geeignete Blockiexungsreagenzien sind 
die* oben erw&hnten Tenside mit einer photoreaktiven Gruppe am 
hydrophoben Terminus, beispielsweise Benzophenon-4T (Natrium- 
30 palmitat) „ Derivate auch anderer Tenside sind von einem Fadh- 
• " itiann.ohne weiteres schnell herstellbar'. Diese Substanzen bio-- 
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c'kieren Bereiche,. auf denen hydrophobe Wechselwirkungen 
stattfinden. Auch nichtionische/anipnische Tenside mit photo- 
reaktiven Gruppen sind geeignet. Ein Vorteil ware, dass man 
auBerdem damit stabile Lipidvesikel herstellen kttnnte. 

Beispieie 

Herstellunq von photoreaktiven Case inf raomenteh 
Vorzugsweise wird relativ ni-edermolekulares Casein mit einem 
' wolekulgewicht von < 10 kD verwendet. Dieses- wird in Natrium- 
phqsphatpuffer, (pH-Wert 7,5) aufgelost und mit der SOfachen . 
molaren -Menge an Crosjslinker <5-Azido-2-nitrobenzoesa.ure-N- 
hydrdxysuccinimidester als Stammiosung. in Dimethylformamid 
.bzw. DMF) im Dunkeln umgesetzt (Raumteroperatur,' 2 Std.).. An- 
schliefiend wird das Protein durch Auftrennen iiber eine Sepha- 
dex-Saule gereinigt und auf- eine Konzentration von .1 .% 
(Gew./Vol.) eingestellt (z.B. durch VerdUnnen) . Der pH-Wert • 
der fertigen Losung wixd auf 7,0 eiiigestellt. 



20. 



Aufbrinqen auf eine Oberflache 
• Das kovalente Blocken des ggf- znvor mit Rezeptormolekulen ' 
versehenen Biosensors wird folgendermafien durchgefuhrt-. Die 

■ Sensoroberflache wird 2 Std. mit dam Blockierungspuf fer bei . 
4*C inkubiert und anschlieBend grundlich mit PBS-Puffer (PBS- 

2s' Puffer ist phosphatgepufferte- Koqhsalzlosung) gewaschen. 
Schlieiiiich wird mit UV-Licht (Wellenlange ' ca . 300 nm) ca. 5 
Minuten belichtet. Fakultativ kann die sensoroberflache. zu- 

■ satzlicri noch mit einer 0,1 Ugen Gelatinelbsung zur besseren ' 
Stabilisierung der vorhandenen Proteine benetit bzw. besprtiht ■ 

30 ' werden. 
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. Patentansprttche 



Sensoroberflache mit darauf kovalent immobilisieften 
spezifischen Sondenmolektllen ftlr mindestens ein nachzu- . 
weisendes • Biomoiekiil, dadurch gekennzeichnet, dass 
grundsatzlich fur unspezif ische Bindungen zur Verfttgung 
stehende 1 Stellen oder Bereiche der Sensoroberf lache 
durch ' mindestens eln kovalent daran immobiiisiertes 
Blockle'rungsreagenz inaktiviert sind. 

Sensoroberflache nach Anspruch 1, dadurch gelcennzeich- 
' net, dass die Sondenmolektlle ein adressierbares Muster 
bilden. 

sensoroberflache nach einem der vorstehenden Ansprtiche, . 
dadurch gekennzeiehnet, dass das mindestens eine • Bio - 
'• ckierurigsreagenz tiber mindestens einen • photoreaktiveh 
Vemetzer kovalent an der oberflache immobilisiert ist. 

20 4. Sensoroberf lache ' nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, dass der - mindestens eine photoreaktive Vemetzer 
mindestens eine unter Benzophenon Oder Derivaten ' davon, 
Anthrachinon oder Derivaten davon, Thymidin Oder Deriva- 
ten davon, und 4-Azidobenzoesaure oder Derivaten davon 

25 ' ausgewahlte photoreaktive Gruppe aufweist. 

5. Sensoroberflache nach einem der vorstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Sensoroberflache unter 
Metall-, Halbmetall-^ Halbmetalloxid-, Glas- und Poly- 
30 meroberflachen ausgewahlt ist. . . . 
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• 6. • Sensoroberf lache ' nach Anspruch 5/ dadurch gfekennzeich- 

nefc, dass* die Metalloberflache unter Gold- und Alumini- 
umoberf l&chen ausgewahlt ist- 

.5' 7. Sensoroberflache nach Anspruch 5, dadurch gekeruazeich- 
. net/ dass. die Halbmetalloberfl&che eine Siliciumobex;fia- 
. che -1st . 

• 8.' Sensoroberfl&che nach ' Anspruch 5/ dadurch gfe,kennz«i.eh- 
10 net, dass die Halbmetalloxidoberf lache eine Silicium- 

oxid- Oder Aluminiumoxidoberfl&che isf.* 

9. Sensoroberflache nach Anspruch 5/. dadurch gekennzeich- 
net, dass die Glasobez'fl&che eine Quarzglasoberf l&che 
15 • ist. 

• 10* Sensoroberflache- nach Anspruch 5, dadurch gakexunzoieh- 

net, "dass die Polymeroberfiache' unter ' Obe£f lMchen aus 
Cycloolefincopolymer oder Derivaten davon, Polystyrol 
•20 oder Derivaten davon/ Polyethylen oder Derivaten davon, 

Polypropylen oder Derivaten davon, Polyimid oder* Deriva- 
ten davon y und. Polymethylmethacrylate oder Derivaten ' da- 
". von ausgewahlt ist, 

25 11- Sensoroberflache nach einem der vprstehenden Ansprtiche, 
dadurch rf^kennzeiahnat, dass das Sondenmolekttl *ein Part- 
ner- eines- "spezifisch wechselwirkenden Systems von kom- 
plement&ren Bindungspartnern (Rezeptor/Ligand) ist. 

30- 12. Sensoroberfl&che nach Anspruch 11, dadurch gekennzeich- 
net, dass da's spezifisch wechselwirkende system von Jcom- 
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plement&ren Bindungspartnern auf der Wechselwirkung ei- 
ner NukleinsSure mit einer komplementaren NukleinsSure, 
der Wechselwirkung einer Peptidnukleins&ure mit ei'ner 
. . Nukleinp&ure, der Enzym/Substrat-, Rezeptor/Ef fektor-,. 
5 Lectin/ Zucker-, Antiksrper/Antigen-, Avidin/Biotin- oder 

Streptavidin/Biotin -Wechselwirkung beruht. 

13* Sensorbberfl&che nach Anspruch 12, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Nukleins&ure eine DNA Oder BUA oder ein 
10 Analogon davon ist. 

.14. Sensoroberfiache nach Anspruch 13, dadurch g&kennMfei-ch- ' 
net, ^ dass die hna oder RNA ein Oligonukleotid ist. 

15 15. Sensor oberf lache nach Anspruch 12, dadurch gekennseich- 
net, dass der Antikbrper ein polyklonaler, monoklonaler, 
chimarer oder »Single-chain«-AntikOrper oder ein funkti- 
* onelles Fragment oder Derivat eines derartigen AntikSr- 
pers ist. 

20 . . 

• 16. Sensoroberfl&che nach einem der. vorstehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Blockierungsreagenz un- 
- ter Casein, hydrolysiertem Caseixi, einem Tensid, Kinder-' 
serumalbumin, fatal em* Kaiberseruiu, Serum neugeborener 
<(jM 25 . KMlber, und Mis chungen davon ausgewShlt ist. 

17. SensoroberflMche nach Anspruch 16, dadurch gekennzeich- 
not, . dass das Tensid unter Natrivunpalmitat, Brij<S> 35, 
Brij<S> 58, Cetylpyridiniumchlorid-Monohydrat, Cetyltri- 
30 methylainmoniutnbroinid, 3- (3-ChoXamidopropyl> -dimethyl am~ 

. mpnio-l-propansulfonat, 3- (3-Cholamidopropyl) -dimethyl - 
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' • aMaonio-2-hydroxy-l-propansulfonat; Decan-l-sulf onsaure- 
Natriumsalz , N, N-Bis- [3- (D-gluconamido) -propyl ] -deoxy- 
cholaiaid, Dodecan-l-sulfonsaure-Natriumsalz, Dodecyl-p- 
D-maltosid, ' 6-0-<N-He P tylcarbamoyl) -methyl-oe-D-glucopy- 
ranosid, Heptan-l-sulfonsaure-Natriumsalz, N-Lauroyl- 
sarcosin-Natriumsalz, Octanoyl-N-methylglucamid, N-Nona- 
oyl-N-methylglucamid, Natriumcbolat, Natriumdeoxycholat, 
Nonan-l-sulfonsaure-Natriumsalz, Nonidet P40, Octan-1- 
sulfonsaure-Natriumsalz, n-octyl-ft-D-glucopyranosid, 
Pentan-l-sulfonsaure-Natriumsalz, n-Octyl-ft-D-thioglu- 
copyranosid, Plurouic® F-68, Saccharosemonolaurat , Wat- 
riurododecylsulfat, N - D odecyl~dimetbyl~3-a«imonio-l-pro- 
pansulf onat, N-Tetradecyl-dimethyl-3-ainKtonio-l-propan- 
sulfonat, Triton® X-100, und Mi.scnungen davon ausgewahlt 
1st. 

18. verfahren zum Nachweis des Vorhandenseins von Analyten 
in einer zu untersuchenden Probe unter verwendung Ober- 
flachen-gebundener Rezeptormolekule, dadurch gekenn- 
zeiehnet, dass eine Sensoroberfiache gemafi . einem derAn- 
sprttche 1 bis 17 vefwendet wird. 

19. Vorricbtung zur Verwendung in einem Verfahren gemaB An- 
spruch 18, dadurdh gekennzeichnet, dass sie eine Serisor- 

• •' oberf laohe ' geroafi einem der Ahspruehe 1 bis 17 aurweist. 

20. Kit zur verwendung in einem verfahren gemaft Anspruch 18/ 
dadurcb gekermzeiebnet, dass er eine Sensoroberfiacbe 
gemaii einem der Ansprttche 1 bis 17 und gegfcbenenf alls 
Puffer und Nacbweisreagenzien enthait. 
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21. Blockierungsreagenz, dadurch gekennzeichnet, dass es 
* mindestens sine photoreaktive Gruppe zur kovalenten Im- 
itiobiiisierung an* einer Sensoroberf l&che aufweist. 



5- 22.. Blockierungsreagenz nacti Anspruch 21, dadurch gokenn- 
eeiclmet, dass das. Blockierungsreagenz unter Casein, 
hydrolysiertem Casein, einem Tensid, binder seruitialbuinin, 
fotalem K&lberseruro, Serum neugeborener Kaiber, und Mi- 
schungen davon ausgewahlt ist. 



10. 



IS 
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23. Blockierungsreagenz nach Anspruch 22, dadx^ch gekerin- 
zeichnet, dass das Tensid unter Natriumpalmitat, Brij® 
35, Brij® 58, Cetylpyridiniumchlorid-Monohydrat, Cetyl- 
triiaethyla^oniurbbromid, 3- ( 3-Cholainidopropyl) -dimethyl- 
ainmpnio-l-propansulfonat, 3- (3-Cholamidopropyl) -dime- 
thyl-ammonio-2-hydroxy-l-propansulfonat, Decan-l-sulfon- 
s&ure-Natriumsalz, N,N-Bis- [3- (D-gluconamido) -propyl] - 
deoxycholamid, bodecan-l-sulfonsaure-Natriumsalz, Dode- 
cyl-p-D-maltosid, 6-0- (N-Heptylcarbamoyl ) -methyl-cx-D- 
glucopyranosid, Heptan-l-sulfbnsaure-Natxiumsalz, N-Lau- 
roylsarcosin-Natriumsalz, Octanoyl-N-methylglucamid, N~ 
Nonaoyl-N-methylglucamid, Natriumcholat, Natriumdeoxy- 
cholat, Nonan-l-rsulfonsSure-Natriumsalz, Nonidet P40, 
Octari-l-sulfonsaure-Natriurtisalz, n-Octyl-fc-D-glucopyran^ 
osid, Pen'tan~l~sulfons&ure~Natriuinsal2, * n-Octyl-a-D- 
thiogiucopyranosid, Pluronic® F-68, Saccharosemonolau- 
rat , Natriujrtdodecylsulf at , N-Podecyl-dimethyl-a-aiomonio- 
1-propansulfonat, N-Tetradecyl-dimethyl-3-ammonio-l~pro~ 
pansulfonat, Triton* .X-100, und Mischungen davon ausge- 
wahlt i&t. 
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24. Blockierungsreagenz nach einem der Ansprtiche 21 bis 23, 
dadurch gekennzeichnat, dass die mindestens eine photo- 
reaktive Gruppe unter Benzophenon Oder Derivaten davon, 
Anthrachinon Oder Derivaten davon, Thymidin oder Deriva- 
. ten davon, und 4-Azidobenzoesaure odfer Derivaten davon 
ausgewahlt 1st. 




25. Verfahren zur Herstellung eines Blockierungsreagenzes 
gemafi einem der Anspruche 21 bis 24, dadurch gekenn- 
10 zeiehnet, dass mindestens eiri Blockierungsreagenz gemafi 

Anspruch 22 oder 23 mit mindestens einem Vernetzer umge- 
setzt wird, der mindestens eine photoreaktive' Griippe 
aufweist. 



is 26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekenneeichnefc, dass 
•die minde.stens eihe photoreaktive Gruppe unter Benzophe- 
non oder Derivaten davon, Anthrachinon oder' Derivaten 
davon,- Thymidin oder Derivaten davon r und . 4-Azido- 
benzoesaure oder Derivaten davon ausgewahlt wird. 



20 



25 



27. Kit zur Herstellung einer Seiisoroberfiache gemafi einem 
der Ansprviche 1 bis 17, dadurch gekGtnrizeichnet, dass er 
mindestens ein Blockierungsreagenz gemafi einem der An- 
sprtichS 21 bis 24 und gegebenenfalls eine Sensoroberfia- 
.che sowie Puffer und Reagenzien enthalt. 
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